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中文摘要 
在过去的十几年中，代谢组学已经取得了巨大的进步，为复杂生物系统的研
究提供了一种可靠且高通量的分析方法。代谢组学方法也越来越多地用于研究生
物有机体与生态环境之间的相互作用。近年来，该方法已被广泛应用于环境评价
和野生动物的疾病诊断，成为环境科学领域中充满活力的研究方向之一。 
杂色鲍（Haliotis diversicolor）是中国南方沿海地区一种重要的经济养殖贝
类，同时对环境变化非常敏感，是一种理想的海洋环境监测指示生物。本论文以
杂色鲍为研究对象，利用基于 1H NMR 波谱与模式识别方法，并结合相关性和代
谢反应通路分析，研究了不同环境因素胁迫后杂色鲍不同组织的生理响应，研究
结果为准确预测海洋环境变化对鲍鱼养殖、鲍类资源以及海洋生态系统的影响奠
定基础，并为国家制订相关应对策略与政策提供科学依据。本论文主要研究内容
归纳如下： 
1) 利用基于 1H NMR 的代谢组学方法分析了杂色鲍肌肉和鳃组织对不同时
间高温缺氧胁迫的响应。结果发现，高温缺氧胁迫不仅干扰了杂色鲍肌肉和鳃组
织中的能量代谢和渗透压平衡，还影响了鳃组织中的核苷酸代谢和免疫系统。这
些代谢变化呈现性别、时间和组织特异性的特点。研究结果表明基于 NMR 的代
谢组学分析拓展了对杂色鲍耐受环境胁迫分子机制的认识，为研究动物耐受性和
适应逆境机制提供了分析方法。 
2) 利用基于 1H NMR 的代谢组学方法分析了杂色鲍肝胰腺和鳃组织对三丁
基锡（TBT）和三苯基锡（TPT）暴露的响应。结果发现，TBT 和 TPT 暴露影响
肝胰腺和鳃组织中的能量代谢和渗透压平衡，而且诱导了氧化应激反应。TBT 和
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TPT 暴露均诱导了明显的性别和组织特异性的代谢变化，但两者存在不同的作用
机制。此外，杂色鲍鳃组织中的芳香族氨基酸、赖氨酸和谷氨酸以及肝胰腺组织
中的泛酸可作为 TPT 或 TBT 暴露潜在的生物标志物。研究结果表明基于 NMR
的代谢组学方法在分析有机污染物暴露后的生化反应方面具有很高的灵敏度和
特异性，为污染物暴露下生物标志物的确定提供了有力工具。 
3) 利用基于 1H NMR 的代谢组学方法分析了杂色鲍肝胰腺和鳃组织对副溶
血弧菌感染的响应。结果发现，弧菌感染不仅干扰能量代谢、核苷酸代谢和渗透
压平衡，而且诱发氧化应激、免疫应激和神经毒性作用。这些代谢变化呈现性别
和组织特异性的特点，同时雌性鲍鱼对弧菌感染的代谢响应明显大于雄性。研究
结果表明基于NMR的代谢组学方法为监测和诊断水产养殖动物的健康状况方面
提供了可靠方法。 
 
关键词：杂色鲍；代谢组学；环境胁迫 
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NMR-based metabolomic analysis of Haliotis diversicolor in 
response to different environmental stressors 
 
ABSTRACT 
In the past decade, metabolomics has been progressing greatly, providing a reliable 
and high-throughput approach particularly feasible for the study of complex biological 
systems. Metabonomics is increasingly applied to investigate the interactions of 
organisms and their natural ecological environment. Recently, this method has been 
successfully applied to environmental assessment and diagnosis of diseases in wild 
animals, becoming one of the vibrant research areas in environmental science. 
Haliotis diversicolor is a commercially important cultured shellfish in southern 
coastal areas in China. H. diversicolor is very sensitive to environmental stress, so it is 
also an important marine model organism for environmental science. In this work, 
metabolomic technique was integrated with correlation and metabolic pathway 
analyses to elucidate the effects of different environmental stressors on H. diversicolor, 
hopefully shedding light on the effects and mechanisms in a holistic and systematic 
mode. The main works are summarized as follows: 
1) 1H NMR-based metabolomic technique was used to investigate the responses of 
muscle and gill of H. diversicolor to thermal and hypoxic stresses. It was found that 
exposure to thermal and hypoxic stresses could not only affect the energy metabolism 
and osmotic balance both in muscle and gill tissues of H. diversicolor, but also 
influence the nucleotide metabolism and the immune system in gill. The obvious 
gender-, time- and tissue-specific metabolic responses were induced by the thermal and 
hypoxic stresses. The results indicated NMR-based metabolomic technique would 
provide a favorable method for studying the animal tolerance and adaptation 
mechanism. 
2) 1H NMR-based metabolomic technique was used to investigate the responses of 
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
 ix 
 
hepatopancreas and gill of H. diversicolor to TBT and TPT exposures. It was found that 
TBT and TPT exposure not only caused the disturbance in energy metabolism and 
osmotic balance in hepatopancreas and gill tissues, but also induced oxidative stresses. 
The obvious gender- and tissue-specific metabolomic alterations were induced by TBT 
or TPT exposure. In addition, TPT and TBT demonstrated the different modes of action. 
Aromatic amino acids, lysine and glutamate in the gill as well as pantothenate in the 
hepatopancreas might be identified as potential biomarkers for TPT or TBT exposure 
in Haliotis diversicolor. The results indicated NMR-based metabolomic technique 
shows the high sensitivity and specificity to gain insights into the biochemical 
consequences arising upon organic pollutants exposure, thus providing a useful tool for 
the identification of putative biomarkers under the pollutants exposure. 
3) 1H NMR-based metabolomic technique was used to investigate the responses of 
hepatopancreas and gill of H. diversicolor to Vibrio parahemolyticus infection. It was 
found that V. parahemolyticus infection not only caused the disturbance in energy, 
nucleotide metabolism and osmotic balance, but also induced oxidative, immune 
stresses and neurotoxic effect. The obvious gender- and tissue-specific metabolic 
responses were induced. Metabolic responses in female abalones were more obvious 
than in males. The results indicated NMR-based metabolomic technique would provide 
a favorable method for disease diagnosis and monitoring of wild aquatic animals. 
 
Key Words: Haliotis diversicolor; Metabolomics; Environmental stressors 
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第一章 绪论 
1.1 代谢组学 
1.1.1 代谢组学概述 
生物组学作为生物学界一个热门的研究方向，通常指生物学中对各种研究对
象（一般是生物分子）的集合所进行的系统性研究，主要包括基因组、转录组、
蛋白组、代谢组[1]。其中基因组学、转录组学和蛋白质组学分别基于基因组、基
因表达和蛋白质进行分析，而代谢组学被认为是组学研究的终点[2]。 
代谢组学（Metabonomics/Metabolomics）是上世纪 90 年代中期发展起来的
一门新兴学科，是系统生物学的重要组成部分[3, 4]。它的研究对象大多是内源性
和外源性低分子量代谢物质（<1.0 KDa），包括各种有机物质例如氨基酸、脂肪
酸、核酸、碳水化合物、有机酸、维生素、多酚和脂质等。这些小分子量化合物，
大量参与生物体内的生物过程并且与诸如细胞生长、繁殖和对环境的细胞应答的
活性相关。代谢组学对生物体内代谢物进行研究，可用于描述关键蛋白的状态或
评估整个通路的活性，弥补基因型和表型之间的差距。相应地，代谢组反映被研
究的细胞、组织、器官或生物体的状态。作为基因表达的下游产物，以及对疾病
或环境影响的最终响应，代谢组被认为是生物体分子表型的最可靠研究。因此，
代谢组学的目的是通过研究生物样品与遗传变异或外部刺激有关的全部代谢轮
廓，从而全面了解生物体代谢状态。 
一般来说，代谢组学研究可以分为非靶向和靶向代谢组学[5]。在非靶向分析
中，差异代谢物在分析前是未知的；而在靶向分析中，被分析的代谢物的物理化
学性质是已知的，并且通常需要将它们彻底分离出来从而用于定量。 
代谢组学按照研究目的不同又可以分为：代谢物靶标分析、代谢轮廓分析、
代谢指纹分析、代谢组学分析[6]。代谢物靶标分析主要是对某个或某几个特殊组
分代谢物（如特定途径的代谢物）的定量分析。代谢指纹和代谢轮廓是代谢组学
研究的重点，它们通过分析细胞内代谢物和细胞外代谢物，从而对样品进行分类，
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并找出差异代谢物。最后，代谢组学可以定义为对特定条件下整个细胞代谢产物
的完整分析，其中所有的代谢物都被定性定量分析。代谢物靶标分析和全代谢组
学要求对所测的全部代谢物能够识别并定量；代谢指纹和代谢轮廓为半定量方法，
甚至未知的代谢物也可以用来深入地了解样品代谢轮廓。 
1.1.2 代谢组学研究流程 
如图 1.1 所示，代谢组学研究必须经过许多步骤才能获得可靠的结果。在下
面的小节中，我们主要概述代谢组学分析中几个关键的部分，包括样品制备、分
析平台的选择和数据分析。 
 
 
图 1.1 代谢组学研究典型的流程图 
Fig.1.1 Typical workflow in metabolomic study 
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1.1.2.1 样品制备 
在代谢组学实验中样品选择和制备最为关键。正确的采样方式才能提供在某
个时间点的代谢组的真实情况，因此必须保证采样的无偏性。 
取样策略和样品制备方法根据实验设置而变化，可以采用不同的取样方式来
进行代谢物取样。例如对于人或动物体液中的胞外代谢物可以使用非侵入性（尿）
或侵入性（血清，血浆，脑脊液）方法进行取样。采样的过程可能改变代谢物组
成[7]。 
样品储存也是代谢组学分析中一个关键点，因为样品的频繁冷冻/解冻可能
影响其分子稳定性。为了保持样品的生化组成不变，同时抑制酶的活性，收集到
的样品通常要通过液氮速冻后，再储存于-80 °C [7]。 
关于代谢物的提取，一般根据代谢物的性质来采用相对应的方法。对于非靶
向方法，目的是以定量和非偏向的方式从许多化学类别中提取最大数量的代谢物，
要求代谢物的损失最小。对于代谢轮廓分析，通常需要破坏细胞结构并将代谢物
溶解到极性（甲醇、水）和非极性（氯仿、己烷、乙酸乙酯）溶剂中，然后除去
细胞残余物来进行提取。 
用于最后检测样品的制备通常取决于所使用的代谢组学方法。靶向分析需要
将代谢物按化学类别进行组分分离。对于代谢轮廓和代谢指纹分析，通常直接分
析样品而不需要对代谢物进一步分离。 
尽管样品的制备存在很大变异性，但我们通常认为不可预料的生物个体之间
的差别远大于样品制备带来的差别。 
1.1.2.2 分析平台 
代谢物的分离和鉴定需要依靠先进的分析技术。目前核磁共振（NMR），质
谱（MS）和色谱（如气相色谱（GC）和高效液相色谱（HPLC）等）是最常用的
分析技术[7]。所有技术都有优点和缺点，目前还没有哪种分析技术能完全满足代
谢组学研究。但是对于代谢组学研究，NMR 和 MS 已经被证明是最有效的两种
研究工具[8]。 
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基于 NMR 的代谢组学分析目前已在毒物毒性评价、毒理机制的研究和生物
标志物的发现中发挥了十分重要的作用。自上世纪 80 年代起，Nicholson 等[3]就
开始运用 1H NMR 技术分析生物体液来诊断疾病。迄今为止，NMR 技术已被广
泛应用于检测分析各种生物体液、组织提取液和整体器官的代谢组学研究中。虽
然 NMR 的灵敏度不如 MS，但 NMR 可通过额外加入标准品来实现完全定量，
样品制备简单，重复性好，高度特异性。此外 NMR 通过使用不同的探头，既可
检测液体样品也可检测固体样品。目前，通过高分辨魔角旋转（HRMAS）核磁
共振技术，可直接对固体样品进行检测，能很好地消除 NMR 实验中由于分子运
动受限、磁化率不均匀等原因导致的谱线增宽的现象[9]。NMR 技术作为一种对
活体组织的无损研究方法，特别适用于整体器官的代谢组分析。随着这项技术的
不断发展，机体内代谢物的变化可以被定位到特定器官，从而能更好阐明药物或
毒物对靶组织或器官的具体作用机制。 
此外，运用 13C、31P 和 15N 同位素标记的 NMR 检测还可得出更多组分。这
种检测方法不但可以提供代谢通路的信息，还可用于监测代谢物在时间和空间上
的变化[10]。大分子样品如脂蛋白和脂类会导致 1H NMR 谱上产生许多异常的高
峰或重叠峰，十分不利于谱图中代谢物的归属以及数据分析。然而利用一些特殊
的 NMR 技术，如弛豫-扩散[11]、自旋回波[12, 13]、二维 J-分解谱[14]等就能够较好
地解决这些问题。核磁共振的主要缺点是灵敏度相对不高。然而，高磁场下低温
冷却探头的使用大大增加了其检测灵敏度[15, 16]。随着制造技术的不断发展，NMR
也开始同色谱、质谱联用，运用到代谢组学的研究中，使基于 NMR 的代谢组学
研究焕发出了新的活力[17]。 
大多数代谢组学研究都是利用 NMR 技术进行检测分析，尽管其在技术和数
据分析方法上不断地改进完善，但低灵敏度一直是 NMR 的限制因素[13, 18]。当生
物样品浓度较低且成分相当复杂时，NMR 技术不能满足定性和定量测定生物有
机体内所有代谢物的需求。而 MS 技术具有速度快、敏感度高、可选择性地定性
和定量分析一些代谢成分等优点。若先使用色谱技术进行代谢物的分离，再通过
MS 进行定性和定量分析，则可用于大多数代谢物质的检测分析[19]。目前基于液
相色谱-质谱（LC-MS）和气相色谱-质谱（GC-MS）的代谢组学技术已开始应用
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